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Abstract of DE1 9846001 

Transgenic plant with increased resistance to infection by phytopathogens, especially Phythophthora 
infestans, contains, in its genome, a gene construct comprising a heterologous promoter, and a 
sequence (I) encoding a hydroxycinnamic acid-coenzyme A:tyramine N-(hydroxycinnamic acid) 
transferase (II), under the control of the promoter. Independent claims are also included for the 
following: (1) a tissue culture containing parts or organs of the novel plant; (2) sprouted tubers of the 
novel plant; (3) a nucleic acid (la) encoding a specific (II); (4) a construct containing (la) under the 
control of expression regulating elements; and (5) a method for preparing the novel plant. 
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© Transgene Pflanzen mit erhohter Resistenz gegen den Befall durch Phytopathogene 

@ Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pflanzen, 
die erhohte Resistenz gegen den Befall durch Phytopatho- 
gene, und insbesondere gegen den Befall durch den Oo- 
myceten Phytophtora infestans aufweisen, sowie ein Ver- 
fahren und eine Nukleinsaure zur Herstellung dertransge- 
nen Pflanzen und verschiedene Verwendungen der Nukle- 
insaure. Die transgenen Pflanzen enthalten in deren Ge- 
nom ein chimares Genkonstrukt, umfassend: a) einen he- 
terologen Promotor, und b) eine Sequenz (1), die ein fur 
ein Protein mit Hydroxyzimtsaure-CoA:Tyramin-N-(Hy- 
d roxyzi mtgsa u re )-Tra nsf e rase (THT)- 
Aktivitat codierende Sequenz enthalt und unter dertran- 
skriptionellen Kontrolle des heterologen Promotors steht. 
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Bcschrcibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft transgene Pflanzen, die 
erhohte Resistenz gegen den Befall durch Phytopathogene, 
insbesondere gegen den Befall durch den Oomyceten Phy- 5 
tophthora infestans aufweisen, sowie ein Verfahren und eine 
Nukleinsaure zur Herstellung der transgenen Pflanzen und 
verschiedene Verwendungen der Nukleinsaure. 

Zahlreiche Erkxankungen, die Pflanzen von groBer wirt- 
schaftlicher Bedeutung befallen, werden durch phytopatho- 10 
gene Organismen, wie Viren und Viroide, Bakterien und 
Pilze, vcrursacht. Phytopathogene verursachen grofic Erntc- 
verluste bei wirtschaftlich bedeutenden Kulturarten, wie 
z. B. abgeschatzt fur Reis (11-30% weltvveit durch Magna- 
porthe grisea, 10-27% in Indien durch Rhizoctonia solani, 15 
Gerste (ca. 9% durch Erysiphe graminis in GroBbritannien 
und Irland) und Mais (ca" 1 Mrd. US-Dollar durch Cochlio- 
bolus heterostrophus in den USA). Fur die Kartoffel wurde 
z. B. 1986 fur die USA ein Ernteverlust von ca. 370 Mio. 
US-Dollar durch Phytophthora infestans geschatzt. Welt- 20 
weit wurde es ohne den Einsatz von Fungiziden vermutlich 
zu Verlusten im Bereich von 30^10% kommen (Oerke et al., 
1994). 

Ein Beispiel fur durch Phytopathogene verursachte Pflan- 
zenkrankheilen isl die Kraut- and Knollenlaule, die wiehlig- 25 
ste Kartoffelkrankheit in niederschlagsreichen Gebieten der 
gemaBigten Zonen. Erreger ist der Oomycet Phytophthora 
infestans, der in der Natur fast ausschliefilich als obligater 
Parasil mil engeni Wirlspllanzenkreis lebi. Die wirtschaft- 
lich wichtigsten Wirtspflanzen sind die Kartoffel- und To- 30 
matenpflanzen, aber auch andere Pflan/en der 1'amilie der 
Nachtschattengewachsc konnen befallen werden. 

Bei Tomatenpflanzen kann die gesamte Pflanze (mit Aus- 
nahme der Wurzel) von dem Oomyceten befallen werden. 
Auf den Friichlen bikien sich dan n graugriine, spater eher 35 
braune runzelige Flecken aus; die Frucht bleibt auBen hart, 
im Inncrcn wird sic jedoch faul und dadurch ungcnicBbar. 
Bei den Kartoffelpftanzen macht sich der Befall mit Phy- 
tophthora infesfans durch die Ausbildung von Flecken und 
Verbriiunungen am Blatt und Stengel bemerkbar, die bis 40 
zum volligen Absterben der Pflanzen fiihren konnen. Insbe- 
sondere bei fruhem und starkem Befall wird die Ertragslei- 
stung des befallenen Bestandes wesentlich gemindert, weil 
die Zerstorung des Krautes Assimilationsverlust und da- 
durch vermindertes Knollenwachstum bedeutet. Hat der Oo- 45 
mycet in feuchten Sommern optimale Bedingungen zur Ver- 
niehrung. konncn die Frtragsnusfiille 20' i des dutvhsclinill- 
lichcn Kartoffclcrtrags iibcrstcigen. Bcdingt durch vollmc- 
chanisierte Ernte und Einlagerung haben in den letzten Jah- 
ren die Probleme mit sekundaren Weichfaulen nach Phy- 50 
tophthora-Befall zugenommen. Braunfaulesymptome an 
den Knollen treten bei friihen Knolleninfektionen bereits auf 
dem Feld bzw. bei der Ernte auf und verstarken sich in der 
anschlieBenden Lagerperiode, so daB am Lager erhebliche 
Verluste entstehen konnen. 55 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem 
zugrunde, transgene Pflanzen bereitzustelen, die eine er- 
hohte Resistenz gegen den Befall durch Phytopathogene, 
insbesondere gegen den Befall durch den Oomyceten Phy- 
tophthora infestans aufweisen. 60 

Dieses Problem wird erfindungsgemaB durch eine trans- 
gene Pflanze gelost, deren Genom ein chimares Genkon- 
strukt enthalt, umfassend: 

a) einen heterologen Promotor, und 65 

b) eine Sequenz (1), die eine fiir ein Protein mit Hy- 
droxyzimtsaure-CoA : Tyramin-N- (Hydroxy zimt- 
saure)-Transferase(THT)-Aktivitat codierende Se- 



quenz enthalt und untcr der transkriptioncllcn Kon- 
trolle des heterologen Promotors steht. 

"Erhohte Resistenz", wie hier verwendet, bedeutet die Fa- 
higkeit einer erfindungsgemaBen Pflanze, beim Befall durch 
ein Phytopathogen eine geringere Beeintrachtigung ihrer 
Leistungsfahigkeit zu zeigen als die Wildtyppflanze, oder 
gar ihre voile Leistungsfahigkeit beizubehalten. Die Anfal- 
ligkeit von Sorten fiir Krankheitserreger wird in der "Be- 
schreibenden Sortenliste" des deutschen Bundessortenamtes 
durch die Boniturstufen 1 (Anfalligkeit fiir Krankheiten sehr 
gcring) bis 9 (Anfalligkeit fiir Krankheiten sehr stark) wic- 
dergegeben. Die relative Anfalligkeit neuer Pflanzen wird 
im Verhaltnis zu Sorten mit definierten Anfalligkeiten be- 
stimmt. Ein MaB der Anfalligkeit fiir Phytophthora infe- 
stans sind die Befallshaufigkeit und der Sporulationsindex, 
die beide mit Hilfe des Hodgson-Tests (Hodgson, 1961) er- 
mittelt werden: Die Einfiihrung des chimaren Genkonstruk- 
tes fiihrt zu eine Heraufstufung (geringere Anfalligkeit) in 
dem Boniturschema im Vergleich zu eingestufen Sorten um 
zumindest eine Stufe. 

"Chimares Genkonstrukt", wie hier verwendet, bezeich- 
net eine rekombinante Nukleinsaure, die Sequenzen aus 
mehr als einem Organismus enthalt. 

"Helerologer Prornolor", wie hier verwendet, bezeictmel 
einen Promotor, der von einem anderen Gen stammt als die 
unter seiner Kontrolle stehende codierende Sequenz. Bei- 
spiele fiir einen solchen Promotor sind der Mannopin- oder 
der Nopalinsynthasepromotor von Agrobacterium fumefa- 
ciens oder die Promotoren der Stpkl- und ChtA2-Gene von 
Solanuin lubcrosuni. 

Unter "Protein mit Hydroxyzimtsaure-CoA : Tyramin-N- 
(Hydroxyzimtsaure)-Transferase (THT)-Aktivitat" im Sinne 
der Erfindung wird ein Protein verstanden, das den Transfer 
von Hydroxyzimtsauren verschiedener CoA-Ester auf Tyra- 
min txler andere Amine unler Hi Idling von TT\ droxy/.inilsiiu- 
reamiden katalysicrt: 

S-(Hydroxyzimtsaure)-(]oA + Amin => N-(Hydroxyzimt- 
saure)-Amid + HS-CoA. 

Werden beispielsweise Kartoffelpflanzen von Phy- 
tophfliora infesfans befallen, so sind die primaren Ziele des 
Oomyceten die Blatter und nicht die Knollen. Bei Wildtyp- 
pflanzen hat man in den Blattern cine starke Stiniulierung 
verschiedener Enzyme des Phenylpropanoid-Stoffwechsels 
und unter anderem der Hydroxyzimtsaure-CoA : Tyramin- 
N-(Hydroxyzimtsaurc)-Transfcrasc (THT) bcobachtct, die 
von einer Zunahme der Reaktionsprodukte (Tyraminamide) 
gefolgt wird. In Zellkulturen werden die Reaktionsprodukte 
sowohl in die Zellwand eingebaut als auch ins Kulturme- 
dium ausgeschieden. Die Zellwand erlangt nach dem Ein- 
bau der Produkte einen hoheren Widerstand gegen Angriffe 
und dient dadurch als chemische Barriere gegen Phytopa- 
thogene wie Phytophthora infestans. AuBerdem scheinen 
die ins Kulturmedium ausgeschiedenen Tyraminamide eine 
Rolle bei der Hemmung des Wachstums potentieller Phyto- 
pathogene zu spielen. 

Es hat sich hcrausgcstcllt, daB transgene Pflanzen, denen 
eine fur das THT-Protein codierende Sequenz unter der 
Kontrolle eines heterologen, in Pflanzen funktionellen Pro- 
motors eingebaut wurde, eine erhohte Resistenz gegen den 
Befall durch Phytopathogene und insbesondere durch Phy- 
tophthora infestans aufweisen. Ohne an eine Theorie gebun- 
den zu sein, scheint die erhohte Resistenz der Pflanzen auf 
den Zellwandeinbau von Tyraminamiden, die als Produkt 
der vom TIIT-Protein katalysierten Reaktion in hoherer 
Konzentration vorhanden sind, zuriickzufuhren zu sein. 
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Transgcnc Pflanzcn gemaB dor vorlicgcndcn Erflndung 
konnen beispielsweise den Pflanzenfamilien Malvaceae 
(z. B. Baumwolle), Brassicaceae (z. B. Raps), Cucurbita- 
ceae (z. B. Melone), Chenopodiaceae (z. B. Zuckerriibe) 
oder Gramineae (z. B. Mais) angehoren oder von diesen ab- 5 
geleitet sein. Vorzugsweise gehort die erfindungsgemaBe 
transgene Pflanze der Famiiie Soianaceae an oder ist von 
dieser abgeleitet. Besonders bevorzugt gehort die transgene 
Pflanze gemaB der Erflndung der Art Solanum tuberosum 
(Kartoffelpflanze) an oder ist von dieser abgeleitet, sic kann lo 
aber auch der Art Lycopersicon esculentum (Tomaten- 
pflanzc) angehoren oder von dieser abgeleitet scin. 

Vorzugsweise stammt die Sequenz (1), die eine fur ein 
Protein mit Hydroxyzimtsaure-CoA : Tyramin-N-(Hy- 
droxy/dnilsaure)- - rranslcrasc('nn>Aklivilal codierende 15 
Sequenz enthalt, von Solanum tuberosum. Die Sequenz (1) 
kann ausgewahlt werden aus: 

a) einer Sequenz, die filr ein Protein codiert, das min- 
destens eine der folgenden Aminosauresequenzen ent- 20 
halt: 

i) Leu His Glv Glu Asn Leu Gin Lys (SEQ-ED Nr. 
3) 

ii) Leu His Gly Glu Thr Leu Gin Lys (SEQ-ID 
Nr. 4) 25 

iii) Leu His Gly Arg Asn Leu Gin Lys (SEQ-ID 
Nr. 5) 

iv) Leu His Gly Arg Thr Leu Gin Lys (SEQ-ID 
Nr. 6) 

v) lie Thr Thr Asn Glu Glv (SEQ-ID Nr. 7) 30 

vi) Phe Pro Val Val Glu Gly Gin Val Glu Glu Phe 
ArgSerLys (SEQ-ID Nr. 8) 

vii) Phe Pro Val VaL Glu Gly Glu Val Glu Glu Phe 
Arg Ser (SEQ-ID Nr. 9) 

viii) Pro Val Leu Thr Thr Phe (SEQ-ID Nr. 10) 35 

ix) Ala Thr Glu Ser Ser T,eu Ala Gin T,eu Phe Tyr 
Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
11) 

x) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala (Jin Leu Phe Tyr 
Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 40 
12) 

xi) Ala Thr GLu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
13) 

xii) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 45 
Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
14) 

xiii) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Aia Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 
Nr. 15) 50 

xiv) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 
Nr. 16) 

xv) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 55 
17) 

xvi) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 
Nr. 18) 

xvii) Asp Leu Tvr His He Tyr Gin Leu Phe Tyr 60 
Gin He His Glu Tyr His Asn Tyr Thr (SEQ-ID Nr. 
19) 

xviii) Asp Leu Tyr His He Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Ala Tyr His Asn Tyr Thr (SEQ-ID Nr. 
20) 65 

xix) Glu Asn Pro Leu Pro Leu Phe Tyr Gly Pro 
Ser Val Leu Leu Xaa Glu Val Ser Pro Thr Pro Phe 
Asn Glu (SEQ-ID Nr. 21) 
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xx) Thr Glu Ser Ser Leu Ala Asn Leu (SEQ-ID 
Nr. 22) 

b) einer Sequenz, die fur ein Protein mit einer Sequenz 
nach SEQ-ID Nr. 1 kodiert; 

c) einer Sequenz, die mit einer Sequenz nach b) h)fbri- 
disiert oder unter Beriicksichtigung der Degeneration 
des genetischen Codes hybridisieren wilrde; 

d) einem durch Substitution, Addition, Inversion und/ 
oder Deletion einer oder mehrerer Basen erhaltenen 
Derivat einer Sequenz nach b) oder c); sowie 

e) einer komplementaren Sequenz zu einer Sequenz 
nach einer der Gruppcn a) bis d). 

Das Merkmal "Sequenz, die mit einer Sequenz nach b) 
hybridisiert" weist auf eine Sequenz hin, die unter stringen- 
ten Bedingungen mit der Sequenz nach b) hybridisiert. 

Beispielsweise konnen die Hybridisierungen bei 42°C 
mit einer Hybridisierungslosung bestehend aus 5 X SSPE, 5 
x Denhardt's, 0.1% SDS, 100 ug/ml Lachssperma-DNA, 
30-50% Eormamid (Sambrook et al, 1989) durchgefuhrt 
werden. Als Waschbedingung eignet sich eine dreimal wie- 
derholte 15miniitige Waschung in 3 x SSC, 0,1%SDS bei 
50°C. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform tier lir- 
findung isl. die Sequenz (1) die Sequenz. nach SEQ-TD Nr. 2. 

Zur Ausfuhrung der Erflndung in Betracht kommende he- 
terologe Promotoren sind z. B. der 35S-CaMV-Promotor 
vom Blumenkohlmosaik- Virus oder Promotoren von Agro- 
bacterium fumefaciens, wie der Mannopin- oder der Nopa- 
linsynthasepromotor. Insbesondere sind Promotoren von 
Solanum tuberosum verwendbar, beispielsweise der Licht- 
induzierbare Promotor des Gens fur die kleine Untereinheil 
der Ribulose-l,5-bisphosphat-Carboxylase, der Promotor 
des Gens fur das Chlorophyll abbindende Protein, der Pro- 
motor des ST-LSl-Gens, dessen Genprodukt am sauerstoff- 
erzeugenden Komplex des PhoLosysl.ems IT belciligi isl; 
oder schwachc konstitutivc Promotoren, dcrcn Aktivitat 
nach Infektion mit Phytophthora infestans gesteigert wird, 
wie der Promotor des Stpkl-Gens (kodierend fur eine Pro- 
teinkinase) oder der Promotor des ChtA2-Gens (codierend 
fur eine saure Klasse II-Chitinase). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erflndung 
stent die Sequenz (1) unter der transkriptionellen Kontrolle 
einer Tetracyclin-regulierbaren Variante des 35S-CaMV- 
Promotors. Dieser Promotor beinhaltet drei Bindungsstellen 
fur den TET-Repressor (Gatz et al, 1992): In Anwesenheit 
dieses Repressors werden diese Bindungsstellen durch das 
Rcprcssorprotcin besctzt, so daB die Promotoraktivitat inhi- 
biert wird. Das TET-Repressorprotein kann nun wiederum 
durch Tetracyclin inaktiviert werden, so daB der modifizierte 
Promotor seine Aktivitat zuriickgewinnt. Dieser modifi- 
zierte Promotor eignet sich somit hervorragend zum experi- 
mentellen Nachweis von Effekten der regulierten codieren- 
den Region. Da in den transgenen Pflanzen gemaB der Erfln- 
dung kein TET-Repressor gebildet wird, arbeitet die Va- 
riante des 35S-CaMV-Promotors als starker konstitutiver 
Promotor. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der Er- 
lindting on l hill l das chiinare Gcnkonstrukt zusatzlich Termi- 
nator- und/oder Polyadenylierungssequenzen, vorzugsweise 
den pAg7-Terminator. Andere verwendbare Terminator-Se- 
quenzen sind z. B. der 35S-CaMV-Terminator, die 3' tran- 
skribierten, nicht-translatierten Regionen (Polyadenylie- 
rungssignal inklusive) der Nopalin- und Octopinsynthase- 
gene von Agrobacterium fumefaciens oder Terminator-Se- 
quenzen von Pflanzengenen, beispielsweise die Terminator- 
Sequenz des Gens fur die kleine Untereinheit der Ribulose- 
1,5-bisphosphat-Carboxylase. 
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Forncr bctrifft die Erfindung cine Gcwcbckultur, die Zcl- 
len der transgenen Pflanzen wie oben beschrieben enthalten, 
sowie SproBknollen der erfindungsgemafien transgenen 
Pflanzen. 

Ein weiteres technisches Problem bestand darin, Mittel 5 
zur Herstellung einer transgenen Pflanze mit erhohter Resi- 
stenz gegen den Befall durch Phytopafhogene, insbesondere 
durch den Oomyceten Phytophfhora infestans bereitzustel- 
len. 

Dieses technische Problem wird erfindungsgemaB durch 10 
eine Nukleinsaure gelost, die fur ein Protein mit THT-Akti- 
vitat codicrt und cine Scqucnz umfaBt, die ausgcwahlt wird 



a) einer Sequenz, die fur ein Protein codiert, das min- 15 
destens eine der folgenden Aminosauresequenzen ent- 
halt: 

i) Leu His Glv Glu Asn Leu Gin Lys (SEQ-ID Nr. 
3) 

ii) Leu His Gly Glu Thr Leu Gin Lys (SEQ-ID 20 
Nr. 4) 

iii) Leu His Gly Arg Asn Leu Gin Lys (SEQ-ID 
Nr. 5) 

iv) Leu His Gly Arg Thr Leu Gin Lys (SEQ-ID 
Nr. 6) 25 

v) He Thr Thr Asn Glu Glv (SEQ-ID Nr. 7) 

vi) Phe Pro Val Val Glu Gly Gin Val Glu Glu Phe 
Arg Ser Lys (SEQ-ID Nr. 8) 

vii) Phe Pro Val Val Glu Gly Glu Val Glu Glu Phe 
Arg Ser (SEQ-ID Nr. 9) 30 

viii) Pro Val Leu Thr Thr Phe (SEQ-ID Nr. 10) 

ix) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala Gin Leu Phe Tyr 
Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
11) 

x) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala Gin Leu Phe Tyr 35 
Gin Tie His Gl u Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
12) 

xi) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
13) 40 

xii) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
14) 

xiii) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 45 
Nr. 15) 

xiv) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin lie His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 
Nr. 16) 

xv) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu Phe Tyr 50 
Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID Nr. 
17) 

xvi) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu Phe 
Tyr Gin lie His Glu Tyr His Asn Asn Thr (SEQ-ID 
Nr. 18) 55 

xvii) Asp Leu Tyr His He Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Glu Tyr His Asn Tyr Thr (SEQ-ID Nr. 
19) 

xviii) Asp Leu Tyr His lie Tyr Gin Leu Phe Tyr 
Gin He His Ala Tyr His Asn Tyr Thr (SEQ-ID Nr. 60 

20) 

xix) Glu Asn Pro Leu Pro Leu Phe Tyr Gly Pro 
Ser Val Leu Leu Xaa Glu Val Ser Pro Thr Pro Phe 
Asn Glu (SEQ-ID Nr. 21) 

xx) Thr Glu Ser Ser Leu Ala Asn Leu (SEQ-ID 65 
Nr. 22) 

b) einer Sequenz, die fiir ein Protein mit einer Sequenz 
nach SEQ-ID Nr. 1 kodiert; 



c) cincr Scqucnz, die mit cincr Scqucnz nach b) hj'bri- 
disiert oder unter Beriicksichtigung der Degeneration 
des genetischen ('odes hybridisieren wiirde; 

d) einem durch Substitution, Addition, Inversion und/ 
oder Deletion einer oder mehrerer Basen erhaltenen 
Derivat einer Sequenz nach b) oder c); sowie 

e) einer komplementaren Sequenz zu einer Sequenz 
nach einer der Gruppen a) bis d). 

Ein Konstrukt, das eine erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
unter der Kontrolle von die Expression regulierenden Ele- 
mcntcn cnthalt, wird von der Erfindung cbcnfalls umfaBt. 
Vorzugsweise ist das Konstrukt ein binarer Vektor. Der er- 
findungsgemaBe binare Vektor kann Replikationssignale fur 
E. coli und/oder Agrobacterium enthalten. 

Soil das Konstrukt mittels Agrobacterium in eine Pflan- 
zenzelle eingefuhrt und die erfindungsgemaBe Nukleinsaure 
zusammen mit den die Expression regulierenden Elementen 
in das Genom integriert werden, so ist das Konstrukt ein De- 
rivat des Ti- oder Ri-Plasmids, bei dem die zu integrieren- 
den Sequenzen von T-DNA-Sequenzen flankiert werden, die 
die Integration ermoglichen. Die Verwendung von T-DNA 
fur die Transformation von Pflanzenzellen ist bereits be- 
schrieben worden (siehe z. B. Hoekema, 1985). Das Kon- 
strukt kann ebenfalls einen Seleklionsmarker enthalten, der 
den transformierten Pflanzenzellen Resistenz gegeniiber ei- 
nem Biozid oder einem Antibiotikum, wie z. B. Kanamycin, 
G418, Bleomycin, Hygroniyein oder Phosphinotricin vci- 
mittelt und die Selektion transformierter Zellen gestattet. 

Ein weiteres technisches Problem bestand in der Bereit- 
stcllung eines Verfahrcns y.ur Herslellung cincr transgenen 
Pflanze, die erhohte Resistenz gegen den Befall durch Phy- 
topathogene, insbesondere gegen den Befall durch den Oo- 
myceten Phytophfhora infestans aufweist. 

Dieses Problem wird gemaB der Erfindung durch ein Ver- 
fahren gelost, das folgende Schril.le umfaBt: 

a) Einbringcn cincr Nukleinsaure, unifasscnd: 

i) einen heterologen Promoter, und 

ii) eine Sequenz (1), die eine fur ein Protein mit 
THT-Aktivitat codierende Sequenz enthalt und 
unter der transkriptionellen Kontrolle des hetero- 
logen Promoters stent, in eine Pflanzenzelle; 

b) Selektion der transformierten Zellen, und 

c) Regeneration einer transgenen Pflanze, die die ein- 
gebrachte codierende Sequenz exprimiert, aus den 
transformierten Zellen. 

Ist die Nukleinsaure einmal im Genom der transgenen 
Pflanze integriert, so ist sie dort in der Regel stabil und 
bleibt auch in den Nachkommen der urspriinglich transfor- 
mierten Pflanzenzelle erhalten. Durch Anwendung des er- 
findungsgemaBen Verfahrens konnen u. a. transgene Zuk- 
kerriiben-, Baumwoll-, Raps-, Melonen- oder Maispflanzen, 
und insbesondere Tabak-, Kartoffel- oder Tomatenpflanzen 
hergestellt werden. 

Fiir das Einbringen der Nukleinsaure in eine Pflanzen- 
zelle stehen neben der Transformation mit Hilfe von Agro- 
baktcricn noch zahlrcichc wcitcrc Tcchnikcn zur Vcrfiigung. 
Diese Techniken umfassen die Fusion von Protoplasten, die 
Mikroinjektion von DNA und die Elektroporation sowie 
baUistische Methoden, Virusinfektion und die Verwendung 
von Liposomen. Anders als bei der Transformation mit 
Hilfe von Agrobakterien, werden bei der Injektion und Elek- 
troporation an sich keine speziellen Anforderungen an den 
Vektor gestellt. Bei diesen Transformationsmethoden kon- 
nen also einfache Plasmide wie z. B. pUG-Derivate verwen- 
det werden. Aus den transformierten Pflanzenzellen werden 
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dann in cincm gccignctcn Medium wicder ganzc Pflanzcn 
regeneriert. Die so erhaltenen Pflanzen konnen auf Anwe- 
senheil der eingefiihrten Nukkiiisiiure getesiei werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsge- 
maBen Verfahrens ist in der im Schritt a) eingebrachten Nu- s 
kleinsaure zusatzlich ein selektierbares Markergen vorhan- 
den, beispielsweise ein Gen, das der transformierten Pflan- 
zenzelle Kanamycin-, Hygromycin-, Bialaphos-, Strepto- 
mycin- oder Methotrexat-Resistenz verleiht. Andere Mar- 
kergene, die in dem Verfahren gemaB der Erfindung einge- to 
setzt werden konnen, sind das Beta-Glucuronidase-, das Lu- 
cifcrasc- und das CAT(Chloramphcnicol-Acctyltransfc- 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform 
der Erfindung ist die Nukleinsaure ein binarer Vektor, bei- 15 
spielsweise ein pBinl9-Derivat, und wird mit Hilfe von 
Agrobacterium in die Pflanzenzelle eingebracht. 

Die Erfindung umfaBt weiterhin die Verwendung der er- 
findungsgemaBen Nukleinsaure zur Erzeugung von Resi- 
stenz gegen den Befall durch Phytopathogene in Nutzpflan- 20 
zen, insbesondere gegen den Befall durch den Oomyceten 
Phytophthora infesians. l-'erner kann die Nukleinsaure ge- 
maB der Erfindung oder ein Fragment davon zur Isolierung 
homologer Sequenzen aus Bakterien, Pilzen, Pflanzen und/ 
oder Tieren verwendet werden. Unler der Konlrolle eines re- 25 
gulatorischen Elements in Antisinnorientierung kann die er- 
lindungsgeniaBe Nukleinsaure oiler ein Fragment davon zur 
rTeininung der Expression eines endogenen Proteins mit 
THT- Aktivitiit in pro- und/oder eukaryontischen Zellen ver- 
wendet werden. Vorzugsweise werden hierzu Fragmente 30 
von 20, besonders bevorzugt 50, ganz besonders bevorzugt 
200 Nukleotide oder mehr verwendet. Eine weitere Verwen- 
dung der Nukleinsaure gemaB der Erfindung zielt auf die 
Expression eines Proteins mit THT-Aktivitat in pro- und/ 
oder eukaryontischen Zellen ab. 35 

Die folgenden Figuren und Beispiele erliiutern die Erfin- 
dung. 

Fig. 1 zcigl die Auflrcnnung der aus der Spaltung eines 
THT- Proteins aus Solatium tuberosum mit der LysC-Endo- 
peptidase erhaltenen Peptide ntiltcls Hochleistungs-Fliissig- 40 
keitschromatographie (HPLC). Neben den Signalen werden 
die Sequenzen der identifizierten Peptide angegeben. 

Fig. 2 zeigt die Nukleotidsequenz sowie die davon abge- 
leitete Proteinsequenz des EcoRI-Fragments aus dem 
pTIIT3-Klon. Das Stop-Codon ist mit einem Stern gekenn- 45 
zeichnet. Peptidsequenzen mit einer hohen Homologie zu 
den in Fig. 1 dargestellten Sequenzen sind unterstrichen und 
mit der jcwciligcn Ziffcr cntsprcchcnd der Fig. 1 gekenn- 
zeichnet. 

Fig. 3 ist eine seheinal ische DarMellung der Konstruktion SO 
des binaren Vektors pGTV-KAN, der die THT-cDNA ent- 
halt. 

Ausfuhrungs beispiei 

55 

Partielle Bestimmung der Aminosaure-Sequenz eines Pro- 
teins mit Hydroxyzimtsaure-CoA : Tyramin-N-(Hydroxy- 
zimtsaure)-Transferase THT)-Aktivitat und Synthese ent- 
sprcchcndcr DNA-Sondcnmolckulc 

60 

Ein Protein mit Hydroxyzimtsaure-CoA : Tyramin-N- 
(Hydroxyzimtsaure)-Transferase(THT)-Aktivitat wurde 
nach der von Hohlfeld et al. (1996) beschriebenen Methode 
aus einer Zellkultur von Kartoffelzellen (Solanum tubero- 
sum cv. Desiree) aufgereinigt. Die THT-Aktivitat wurde wie 65 
von Hohlfeld et al. (1995) beschrieben bestimmt. Anschlie- 
Bend wurde das gereinigte Protein mit LysC-Endopeptidase 
enzymatisch gespalten und die resultierenden Peptid-Frag- 
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mcntc mittcls Hochlcistungs-Flussigkcitschromatographie 
(HPLC) aufgetrennt. Wie aus Fig. 1 ersichtlich, zeigten drei 
der Peptide eine gewisse Mikroheterogenitat in ihrer prima- 
ren Sequenz, die auf das Vorkommen von zwei verschiede- 
nen, aber nah verwandten THT-Polypeptidketten hinweist. 

Die Bestimmung der Peptid-Sequenzen wurde wie von 
Eckerskorn und Grimm (1996) beschrieben durchgefiihrt. 
Anhand der Sequenzen der Peptide 7 (XDLYHIYQLFYQI- 
IIE/AYIINYT) und 3 bzw. 4 (FP V VEG Q/E VEEFRS ) wur- 
den zwei Arten von Sondenmolekiilen synthetisiert, die fol- 
gende DNA-Oligonucleotid-Sequenzen aufweisen: 

5'-CAC/TATrTAC/TCAA/GC/TTITTC/TTAC/TCAA/GA- 
TIC-3' (Peptid 7), 

5'-CC/TTCIACC/TTG/CICCC/TTCIACIACIGG-3'(Peptid 
3 bzw. 4). 

Mit diesen DNA-Oligonucleotid-Sequenzen als Primer 
wurde mittels RT-PCR cDNA synthetisiert. Hierfiir wurde 
Superscript™ (Gibco, BRL) gemaB den Anweisungen des 
Herstellers eingesetzt. Als Matrize wurde Gesamt-RNA aus 
einer Kartoffelzellsuspensionskultur, die 5 Stunden lang ei- 
ner Elicitierung mit Rohextrakten von Phytophthora infe- 
stans unterzogen war, verwendet. Bei Temperaturen von 42 
bis 48°C erhiell man als PCR-Pradukte DNA-Fragmente 
mit einer Liinge von etwa 250 Basenpaaren, die in den Vek- 
tor pPCRII (Invitrogen) eingebaut und sequenziert wurden. 
Die Sequenzierung zeigte, daB die erhaltenen Fragmente 
DNA-Sequenzen enthalten, die fur die Peptide 3 und 7 co- 
dieren. 

Isolierung der cDNA-Klone 

Aus einer Kartoffelzellsuspensionskultur (Solanum tube- 
rosum cv. Desiree), die 5 Stunden lang einer Elicitierung mit 
Phytophthora infesians unler/.ogen worden war, wurde nach 
Dunsmuir ct al. (1988) Gesamt-RNA isolicrt. Aus der iso- 
lierten Gesamt-RNA wurde unler Verwendung von Dynabe- 
ads (Dynal, Hamburg) PolyA + -RNA aufgereinigt. Mit Hilfe 
eines Time Saver-Kits (Pharmacia, Freiburg) und mit 
PolyA + -RNA als Matrize wurde cDNA synthetisiert und an- 
schlieBend in die EcoRI-Stelle vom Lambda-gtll (Strata- 
gene, Heidelberg) eingebaut. Nach der in vitro- Verpackung 
mit Hilfe von Gigapack® IB Gold (Stratagene, Heidelberg) 
erhielt man eine Lambda-Bibliothek mit 7 X 10 6 pfu. 

Als Probe fur die Suche in der Lambda-gtll-Bibliothek 
wurde das nach PGR erhaltene 250-bp-Fragment, das vorab 
radioaktiv markicrt worden war, verwendet. DNA aus posi- 
tiven Plaques wurde isoliert und mit EcoRI enzymatisch ge- 
spaltet. Die so erhaltenen Fragmente wurden anschlieBend 
in die EcoRI-Schnittstelle eines pUC 18- Vektors eingebaut 
und mit Hilfe eines T7- Sequencing Kits (Pharmacia, Frei- 
burg) oder eines automatischen LICOR-Sequenzierungsge- 
rates (MWG Biotech, Ebersberg) sequenziert. Einer der 
Klone enthielt ein Fragment mit einer GroBe von etwa 1 kb, 
das als EcoRI-Fragment in pUC18 subkloniert wurde (Klon 
pTHT3). Fig. 2 zeigt die Nukleotidsequenz der THT-cDNA 
dieses EcoRI-Fragments sowie die davon abgeleitete Pro- 
teinsequenz. Dicsc cDNA hat cine Langc von 938 bp und 
ein offenes Leseraster zwischen den Nukleotiden 53 und 
796. Am 5'- und 3'-Ende sind niehl codierende, 52 b/,w. 202 
bp lange Sequenzen. Die 3'-Sequenz enthalt jedoch keinen 
PolyA-Schwanz. Das von der ermittelten Sequenz codierte 
Protein besteht aus 248 Aminosauren und hat ein errechne- 
tes Molekulargewicht von 28,4 kDa. SpleiB-Stellen, die auf 
mogliche Introns hinweisen, sind nicht vorhanden. 
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Konstruktion dcs binaren Vcktors fiir die Pflanzcntransfor- 
mation 

Aus dem binaren Vektor pBIN-HYG-TX (Gate, 1995) 
wurden der Tetracyclin-regulierbare 35S-CaMV-Promotor 5 
und der pAg7-Terminator isoliert und in den mit den Enzy- 
men EcoRI und Hindlll verdauten Vektor pGPTV-Kan 
(Becker et al, 1992) inseriert. In den resultierenden Vektor 
(pBKTX) wurde die TIIT-cDNA unter die transkriptionelle 
Kontrolle der oben beschriebenen regulatorischen Elemente to 
kloniert. Hierfiir wurde der cDNA-Klon pTHT3 mit dem 
Restriktionscnzym Nco I vcrdaut und iibcrhangende Endcn 
wurden mit dem Klenow-Enzym aufgefiiLlt. AnschlieBend 
erfolgte eine Spaltung mit Xba I. Dieses cDNA-Fragment 
wurde in den oben beschriebenen Vekior pBKTX kloniert, 15 
der durch Inkubation mit den Restriktionsenzymen Sma I 
und Xba I geoffnet worden war. Alle rekombinanten DNA- 
Techniken wurden nach Standardprotokollen durchgefuhrt 
(Sambrook et al, 1989). Die resultierende T-DNA ist in Fig. 
3 schematisch dargestellt. 20 

Der binare Vektor wurde dann in einen Agrobacterium- 
Stamm eingefiihrt, mit dessen Hilfe Pflanzentransformatio- 
nen durchgefuhrt werden konnen. Em solcher Agrobacte- 
riuni-Sl amm enlhall ein "entwaffnetes" Ti-Plasmid, d. h. ein 
Plasmid, dem die fiir die Rildung von Wur/elgallen erfor- 25 
derlichen Sequenzen fehlen, beispielsweise der Stamm 
LBA 4404 mit dem Plasmid pAL 4404 (Hoekema et al, 
1983). Da keine T-DNA-border mehr vorhanden sind, kann 
aus dieseni Plasmid keine DNA in das Pflanzengenom iiber- 
tragen werden. Da die vir-Region noch vorhanden ist, kon- 30 
nen jedoch in Irans I'unklionen /.ur Verfiigung geslclll wer- 
den, um den Transfer von T-DNAs andcrcr Plasntide /.u er- 
moglichen, die T-DNA-border-Sequenzen besitzen. Dies 
trifft fiir den binaren Vektor zu, dessen Konstruktion oben 
beschrieben wurde. 35 

Der binare Vekior kann in den Agrobaclerium-Sfarnni mil 
Hilfe dcs "frcczc-thaw"- Vcrfahrcns (Hofgcn und Willmitzcr, 
1988) eingefiihrt werden. Nach Erstellung eines Agrobacte- 
rium-Stammes mit dem oben beschriebenen binaren Vektor 
wird dieser fiir die Pflanzentransformation verwendet. 40 

Pfianzentransformation 

Fiir die Transformation von Kartoffeln sind verschiedene 
Protokolle beschrieben worden (Ooms et al., 1987; De 45 
Block, 1988; Newell et al, 1991; Visser, 1991; Higgins et 
al, 1992; Yadav und Sticklen, 1995), die zur Herstellung der 
crfindungsgcmaBcn transgenen Pflanzcn verwendet werden 
konnen. 

So werden Agrobaklerien (/,. B. T.BA 44()4i. die den hi- 50 
narem Vektor tragen, bei 28°C in Gegenwart von Antibio- 
tika, die u. a. eine Selektion auf den binaren Vektor ermogli- 
chen (Kanamycin), angezogen. Wenn die Bakteriensuspen- 
sion eine OD 60 o zwischen 0,7 und 0,9 erreicht hat, wird sie 
abzentrifugiert und in MS-Fliissigmedium resuspendiert. 55 

Explantate von in vitro-Pflanzen zu transformierender 
Sorten werden geschnitten und in die Suspension gegeben. 
Es erfolgt eine Inkubation fiir ca. 30-60 min im Dunkeln. 
Danach werden die Intcrnodicn abgctropft und auf MS-Plat- 
ten mit den Agrobakterien fiir 2 Tage co-kultiviert. Danach 60 
werden die Explantate auf sterilem Saugpapier abgetropft 
und auf MS-Agarplatten mit Phy tohormonen und den Anti- 
biotika Cefotaxim (500mg/l) und Kanamycin (50mg/l) 
iibertragen. Die Konzentration und das Verhaltnis von Au- 
xin zu Cytokinin wird sortenspezifisch so eingestellt, daB es 65 
effizient zu Regenerationsereignissen kommt. Es erfolgt 
eine Inkubation bei 21°C und einem 16 Stunden Licht/8 
Stunden Dunkel-Rhythmus fiir 2 Wochen. 
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SchlicBlich werden die Explantate iibcrfuhrt auf MS30- 
Agarplatten mit dem Cytokinin, statt dem Auxin nun GA3 
und den oben beschriebenen Antibiotika. Alle zwei Wochen 
erfolgt nun ein Umsetzen auf das gleiche Medium, bis sich 
an den Kalli gut entwickelte Sprosse entwickelt haben. Die 
Sprossen werden dann auf Phytohormon-freies Medium 
umgesetzt. Nach der Bewurzelung werden die Pfianzen in 
Erde uberfuhrt. 

Resistenztestung 

Die resultierenden Pflanzcn wurden auf ihr Rcsistcnzvcr- 
halten gegen den phytopathogenen Oomyceten Phytopht- 
hora infestans uberpriift. Fiir die Testung eignet sich der 
Hodgson-Test (Hodgson, 1961). Blatter werden entnommen 
und ausgestanzte Blattscheiben werden vorzugsweise mit 
Zoosporen eines komplexen Pathotypes des Oomyceten ino- 
kuliert. Die inokulierten Blattscheiben werden in Plastikka- 
sten auf feuchtem Schaumstoff ausgelegt. Es erfolgt eine In- 
kubation bei 15°C und Dauerlicht. Die Bonitur erfolgt nach 
sieben Tagen gemaB einem Boniturschema gemaB Hodgson 
(1961). Aus der Anzahl der Boniturnoten wird dann die Be- 
fallshaufigkeit (Infektionserfolg) und der Sporulationsindex 
berechnet. Durch diesen Test ist das AusmaB der reduzierten 
Sus/eplibililal Irarisgener Pfianzen ini Vergleich zu den 
Ausgangssorten bestimmbar. 
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Palenlanspriiche 

30 

1 . Transgene Pllan/.e mil erhohlcr Resistenz gegen den 
Befall durch Phytopathogene, insbesondere durch den 
Oomyceten Phytophthora infestans, deren Genom ein 
chimares Genkonstrukt enthalt, umfassend: 

a) einen heterologen Promotor, und 35 

b) eine Sequenz (1), die eine fur ein Protein mil 
Hydroxyzimtsaurc-CoA : Tyramin-N-(Hydroxy- 
zimtsaure)-Transfcrase(TTTT)-Akli\ilal codie- 
rende Sequenz enthalt und unter der transkriptio- 
nellen Kontrolle des heterologen Promotors steht. 40 

2. Transgene Pftanze nach Anspruch 1, die der Familie 
Solan aceae angehort oder von dieser abgeleitet ist. 

3. Transgene Pftanze nach Anspruch 2, die der Art So- 
lanum tuberosum angehort oder von dieser abgeleitet 
ist. 45 

4. Transgene Pftanze nach Anspruch 2, die der Art Ly- 
copersicon esculentum angehort oder von dieser abge- 
leitet ist. 

5. Transgene Pftanze nach einem der Anspriiche 1 bis 

4, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz (1) von 50 
Solanum tuberosum stammt. 

6. Transgene Pftanze nach einem der Anspriiche 1 bis 

5, dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz (1) ausge- 
wahlt wird aus: 

a) einer Sequenz, die fur ein Protein codiert, das 55 
mindestens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalt: 

i) Leu His Glv Glu Asn Leu Gin Lvs (SEQ- 
ID Nr. 3) 

ii) Leu His Gly Glu Thr Leu Gin Lvs (SEQ- 60 
ID Nr. 4) 

iii) Leu His Gly Arg Asn Leu Gin Lys (SEQ- 
ID Nr. 5) 

iv) Leu His Gly Arg Thr Leu Gin Lys (SEQ- 
ID Nr. 6) 65 

v) He Thr Thr Asn Glu Gly (SEQ-ED Nr. 7) 

vi) Phe Pro Val Val Glu Gly Gin Val Glu Glu 
Phe Arg Ser Lys (SEQ-ID Nr. 8) 



vii) Phe Pro Val Val Glu Gly Glu Val Glu 
Glu Phe Arg Ser (SEQ-ID Nr. 9) 

viii) Pro Val Leu Thr Thr Phe (SEQ-ID Nr. 
10) 

ix) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-TDNr.il) 

x) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin lie His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 12) 

xi) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ED Nr. 13) 

xii) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ED Nr. 14) 

xiii) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu 
Phe Tyr Gin lie His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ED Nr. 15) 

xiv) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Cln Leu 
Phe Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ED Nr. 16) 

xv) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 1 7) 

xvi) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ED Nr. 18) 

xvii) Asp Leu Tyr His He Tyr Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Tyr Thr 
(SEQ-ED Nr. 19) 

xviii) Asp Leu Tyr His lie Tyr Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Tyr Thr 
(SEQ-ED Nr. 20) 

xix) Glu Asn Pro Leu Pro Leu Phe Tyr Gly 
Pro Ser Val Leu Leu Xaa Glu Val Ser Pro Thr 
Pro Phe Asn Glu (SEQ-ID Nr. 21) 

xx) Thr Glu Ser Ser Leu Ala Asn Leu (SEQ- 
ED Nr. 22) 

b) einer Sequenz, die fur ein Protein mit einer Se- 
quenz nach SEQ-ED Nr. 1 kodiert; 

c) einer Sequenz. die mit einer Sequenz nach b) 
hybridisiert oder unter Beriicksichtigung der De- 
generation des genetischen Codes hybridisieren 
wurde; 

d) einem durch Substitution, Addition, Inversion 
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen er- 
haltcncn Dcrivat einer Sequenz nach b) oder c); 

e) einer komplementaren Sequenz zu einer Se- 
quenz nach einer der Gruppen a) bis d). 

7. Transgene Pflanze nach Anspruch 6, dadurch ge- 
kennzeichnet. daB die Sequenz (1) die Sequenz nach 
SEQ-ED Nr. 2 ist. 

8. Transgene Pftanze nach einem der Anspriiche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet, daB der heterologe Promo- 
tor eine Tetracyclin-regulierbare Variante des 35S- 
CaMV-Promotors ist. 

9. Transgene Pflanze nach einem der Anspriiche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet, daB das chimare Genkon- 
strukt zusatzlich Terminator- und/oder Polyadenylie- 
rungssequenzen enthalt. 

10. Transgene Pflanze nach Anspruch 9, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Terminator-Sequenz der pAg7- 
Terminator ist. 

11. Gewebekultur, enthaltend Zeilen oder Organe ei- 
ner transgenen Pflanze nach einem der Anspriiche 1 bis 
10. 
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12. SproBknollcn cincr transgenen Pflanzc nach cincm 
der Anspriiche 1 bis 10. 

13. Nukleinsaure, die fflr ein Protein mil THT-Aktivi- 
tiit codiert und eine Sequenz umfaBt, die ausgewahlt 

a) einer Sequenz, die fur ein Protein codiert, das 
mindestens eine der folgenden Aminosaurese- 
quenzen enthalt: 

i) Leu His Gly Glu Asn Leu Gin Lys (SEQ- 
ID Nr. 3) to 

ii) Leu His Gly Glu Thr Leu Gin Lvs (SEQ- 
ID Nr. 4) 

iii) Leu His Gly Arg Asn Leu Gin Lys (SEQ- 
IDNr. 5) 

iv) Leu His Gly Arg Thr Leu Gin Lys (SEQ- 15 
ID Nr. 6) 

v) He Thr Thr Asn Glu Gly (SEQ-PD Nr. 7) 

vi) Phe Pro Val Val Glu Gly Gin Vai Glu Glu 
Phe Arg Ser Lys (SEQ-ID Nr. 8) 

vii) Phe Pro Val Val Glu Gly GLu Val Glu 20 
Glu Phe Arg Ser (SEQ-ID Nr. 9) viii) Pro Val 
Leu Thr Thr Phe (SEQ-ID Nr. 10) 

ix) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Ala Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 11) 25 

x) Ala Thr GLu Ser Ser Leu Ala Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 12) 

xi) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr 30 
(SEQ-ID Nr. 13) 

xii) Ala Thr Glu Ser Ser Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 14) 

xiii) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu 35 
Phe Tyr Gin Tie His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 15) 

xiv) Ala Thr Glu Ser His Leu Ala Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 16) 40 

xv) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin He His Ala Tyr His Asn Asn Thr 
(SEQ-ID Nr. 17) 

xvi) Ala Thr Glu Ser His Leu Tyr Gin Leu 
Phe Tyr Gin lie His Glu Tvrllis Asn Asn Thr 45 
(SEQ-PD Nr. 18) 

xvii) Asp Leu Tyr His He Tyr Gin Leu Phe 
Tyr Gin He His Glu Tyr His Asn Tyr Thr 
(SEQ-PD Nr. 19) 

xviii) Asp Leu Tyr His He Tyr Gin Leu Phe 50 
Tyr Gin He His Ala Tvr His Asn Tyr Thr 
(SEQ-PD Nr. 20) 

xix) Glu Asn Pro Leu Pro Leu Phe Tyr Gly 
Pro Ser Vai Leu Leu Xaa Glu Val Ser Pro Thr 
Pro Phe Asn Glu (SEQ-ID Nr. 21) 55 

xx) Thr Glu Ser Ser Leu Ala Asn Leu (SEQ- 
ID Nr. 22) 

b) einer Sequenz, die fur ein Protein mit einer Se- 
quenz nach SEQ-PD Nr. 1 kodicrt; 

c) einer Sequenz, die mit einer Sequenz nach b) 60 
hybridisiert oder unter Beriicksichtigung der De- 
generation des genetischen Godes hybridisieren 
wilrde; 

d) einem durch Substitution, Addition, Inversion 
und/oder Deletion einer oder mehrerer Basen er- 65 
haltenen Derivat einer Sequenz nach b) oder c); 



quenz nach cincr der Gruppcn a) bis d). 

14. Konstrukt, das eine Nukleinsaure nach Anspruch 
13 unter der Kontrolle von die Expression regulieren- 
den Elementen enthalt. 

1 5 . Verfahren zur Herstellung einer transgenen Pflanze 
nach einem der Anspriiche 1 bis 10, das folgende 
Schritte umfaBt: 

a) Einbringen einer Nukleinsaure, umfassend: 

i) einen heterologen Promotor, und 

ii) eine Sequenz (1), die eine fflr ein Protein 
mit THT-Aktivitat codierende Sequenz ent- 
halt und unter der transkriptioncllcn Kon- 
trolle des heterologen Promotors steht, 

in eine Pflanzenzelle; 

b) Selektion der transformierten Zellen, und 

c) Regeneration einer transgenen Pflanze, die die 
eingebrachte codierende Sequenz exprimiert, aus 
den transformierten Zellen. 

1 6. Verfahren nach Anspruch 15, bei dem in der einge- 
brachten Nukleinsaure zusatzlich ein selektierbares 
Markergen vorhanden ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Nukleinsaure ein binarer Vektor 
ist und mit Hilfe von Agrobacterium in die Pflanzen- 
/.elle eingebrachl wird. 

18. Verwendung einer Nukleinsaure nach Anspruch 13 
zur Erzeugung von Resistenz gegen den Befall durch 
Phytopathogene in Nutzpflanzen, insbesondere gegen 
den Befall durch den Oomyceten Phytophthora infe- 

19. Verwendung cincr Nukleinsaure nach Anspruch 13 
zur Expression eines Proteins mit THT-Aktivitat in 
pro- und/oder eukaryontischen Zellen. 

20. Vcrv endung cincr Nukleinsaure nach Anspruch 13 
oder ein f ragment davon zur Isolicrung homologer Se- 
quenzen aus Baklerien, Pil/.en, Pflanzen und/oder Tie- 
rcn. 

21. Verwendung cincr Nukleinsaure nach Anspruch 13 
oder ein Fragment davon unter der Kontrolle eines re- 
gulatorischen Elements in Antisinnorientierung zur 
Hemmung der Expression eines endogenen Proteins 
mit THT-Aktivitat in pro- und/oder eukaryontischen 
Zellen. 
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Fig. 2 



1 TCTTTTATCTTAAACCTCAATATTCCTCTCAA^CTTAACTAAACAATATCCCATGGCTCC 60 

MAP 3 

61 TGCTCCTCAACTTCCTACACCATCTGAAACAATAACCACCGATGCATCATCGGAAAACAA. 12 0 

4 APQLPTPSETITTDASSENN 23 

121 CAATGTTACCATCACTGAAAAGATATACACACGAGTCCGTCTGGCTACGAAATCTGATCT 180 

24 NVT I T E K I Y T RVRLAT K S D L 43 

PCR G — T — G G— G 

131 GTCTCATATATACCAATTGTTTTATCAAATCCATGAATACCATAACTAT ACTCATTTATA 240 

44 SHIYQLFYQIHEYHNYT H L Y 63 

Q 

PCR AAGG T T A 

241 CAAAGCTACTGAGTCCTCCTTAGCCAACTTGCTCTTTAAAGAAAACCCTCTTCCCCTTTT 300 

64 K A TESSLANL L F K E N P L P L F 83 
© 

PCR T 

301 CTACGGGCCATCCGTACTTCTACTTGAAGTCTCTCCAACCCCTTTTAACGAA.CCCAAAAA 360 

S4 YGPSVLLLEVSPTPFNE P K N 103 

© 



PCR Q 1» — >- — 

351 TACCACAAACGAa.GGGTTCAA.GCCTGTCCTTACAACTTTTGACCTTAAATTCCCTGTGGT 420 

104 T T H S G F K P V L T T F D L K F P V V 123 
© © 

PCR C — G — C C--A- 

42 1 GGAAGGACAAGTTGAGGAGTTCAGGTCCAAATATGACGATAAGAATGATGCTTACATTGC 430 

124 EGQVEEFRSK YDDK .NDAYIA 143 

©~o 

431 AGGATATGCTTTCTTTTACGCTAATTATTCATGTTTCTATGACAAGCCAGGATTCTATTT S 4 0 

144 GYAFFYANY3CFYDKPGFYF 163 

541 TGAGAGTCTTTACTTCAGAGAGAGTTATAGAAAGTTGGGAATGGGGAGTTTGTTGTTTGG 600 

164 ESLYFRE3YRKLGMGSLLFG 133 

601 AACAGTTGCATCTATTGCTGCAAACAATGGCTTCGTATCGGTAGAGGGAATAGTAGCAGT 660 

184 TVASIAANNGFVSVEGIVAV 203 

651 TTGGAATAAAAAGTCATATGATTTTTACATAAATATGGGAGTTGAAATTTTTGATGAGTT 720 

204 WNKKSYDFYIMMGVEIFDEF 223 

721 TAGGTATGGCAAGTTGCATGGTGAAAATCTTCAAAAGTATGCTGATAAAAAGGACGAAAA 730 

224 R Y G K LHGENLQK YADKKDEN 243 
O 

7 31 CGGCGAAGGGAGCTGTTAGTAGAGAATGGCTTTTTGTGTGCCTAATTGTGCAATTTATTA 8 40 

244 G E G S C * 243 

841 ATTT CTATTTGT GATTATATT GTAAAACCAGAATGCTCATTATATTTGT AATT TGAAAAT 900 

901 AAAATAAAATT GGT AATT GT GAT ATTATATTAAAT CCA 938 
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